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_Resumo
Em 2014, os dados reportados para a European Food Safety Authority 
(EFSA), evidenciam que o número de surtos causado por vírus foi supe-
rior ao causado por Salmonella spp. contudo, em 2015, este número di-
minuiu. A nível mundial e de acordo com a Organização Mundial da Saúde 
(OMS), entre 2007 e 2015 os vírus foram os principais agentes causais 
de doenças diarreicas. Com o objetivo de incrementar a sua capacida-
de de resposta no esclarecimento de surtos de toxinfeção alimentar bem 
como na vigilância, monitorização e controlo de géneros alimentícios, o 
Laboratório de Microbiologia do Departamento de Alimentação e Nutrição 
(DAN) implementou em 2015 o método de deteção de Norovírus (NoV) ge-
nogrupo GI e genogrupo GII e vírus da Hepatite A (HAV) de acordo com 
a ISO/TS 15216-2. As amostras analisadas em 2015-2016 incluíram mo-
luscos bivalves, frutos vermelhos, vegetais e superfícies do ambiente de 
produção/manipulação de alimentos. Em amostras dos moluscos bivalves 
não depurados foram detetados NoV GI e GII. Surtos de origem alimentar 
de NoV e HAV são um problema emergente em saúde pública, pelo que as 
estratégias de controlo deverão orientar-se essencialmente para a vigilân-
cia e prevenção da contaminação dos géneros alimentícios mais suscetí-
veis, identificando e minimizando o impacte dos diversos fatores de risco 
inerentes ao ambiente de produção, preparação, conservação, distribui-
ção e consumo. 
_Abstract
In 2014 the data reported to European Food Safety Authority (EFSA), evi-
denced that the number of foodborne outbreaks caused by viruses was 
higher than those caused by Salmonella spp., but in 2015 this number 
decreased. At global level and according to the World Health Organiza-
tion (WHO), between 2007 and 2015 viruses were the main diarrhoeal 
diseases agents. With the objective to contribute to the clarif ication of 
foodborne outbreaks of viral origin associated to foodstuf fs consumption 
and to enhance the laboratory capacity, the Food Microbiology Labora-
tory of the Food and Nutrition Department, implemented in 2015 the 
method for detection of Norovirus (NoV) Genogroup I and II and Hepati-
tis A Virus (HAV) according to ISO/TS 15216-2. The samples analysed 
included bivalve molluscs, soft fruits, vegetables and surfaces of the en-
vironment of production/handling of foodstuf fs. In samples of bivalve 
molluscs, not depurated, Norovirus GI and GII were detected. Foodborne 
outbreaks caused by NoV and HAV are a public health emerging prob-
lem, and so the control strategies should be oriented essentially to the 
surveil lance and prevention of the contamination of more susceptible 
foodstuf fs, identifying and minimizing the impact of several risk factors 
inherent to the environment of production, preparation, conservation, 
distribution and consumption.
_Introdução
O estudo da etiologia das doenças de origem alimentar é com-
plexo, uma vez que apenas uma parte dos casos de doença são 
reportados às Autoridades de Saúde e muitas das doenças, 
resultantes da ingestão de um alimento contaminado, podem 
surgir semanas ou até meses após o consumo do(s) alimento(s), 
dificultando quer o estabelecimento de um nexo de causalidade 
alimento-doença, quer a investigação epidemiológica.
No âmbito dos contaminantes biológicos e, em particular, no 
caso dos vírus, as suas caraterísticas estruturais e biológicas, 
a dose infetante, o modo de transmissão, a persistência no 
ambiente, entre outras, são muito diferentes das dos outros 
microrganismos habitualmente implicados em surtos de toxin-
feções alimentares, dificultando ainda mais a investigação do 
surto e a identificação do agente causal (1- 3). 
Em 2008, estudos de avaliação de risco realizados por peritos 
da Organização das Nações Unidas para a Agricultura e Ali-
mentação (FAO) e da Organização Mundial da Saúde (OMS), 
referem que o conhecimento da fonte de contaminação é fun-
damental para definir estratégias de intervenção (2, 3). 
Analisando os dados relativos aos surtos de origem alimentar 
associados a vírus, reportados para a European Food Safety 
Authority (EFSA), verif ica-se que o número de surtos foi muito 
variável entre 2008 e 2014. Em 2009, foram reportados 1 043 
surtos, tendo este número decrescido progressivamente até 
2011. A partir de 2011 ocorreu um aumento de 525 para 1 072 
surtos em 2014 e, em 2015, voltou a descer para 401 surtos. 
O número de casos associados a surtos por vírus (14 754) cor-
respondeu a 36,8% dos casos associados a surtos. De referir 
que em 2015, em 45 destes surtos a evidência foi forte, isto é, 
foi identif icado o alimento específico implicado, responsável
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pelo surto. Relativamente ao alimento implicado, os “crustáce-
os, moluscos bivalves e produtos derivados” foram o veículo 
alimentar mais frequente (27,8%) e o “manipulador infetado”, 
“contaminação cruzada” e “ingrediente contaminado não pro-
cessado”, foram os fatores contributivos associados a estes 
surtos_(4). 
De acordo com o relatório da OMS publicado em 2015, relativo 
ao impacto das doenças de origem alimentar em saúde públi-
ca, entre 2007 e 2015 os vírus são os principais agentes cau-
sais de doenças diarreicas, com ampla distribuição em todo o 
mundo. Na Europa, destaca-se como agente mais frequente o 
Norovírus (NoV) responsável por cerca de 15 milhões de casos 
de doença (5).
Norovírus (NoV) e Vírus da Hepatite A (HAV) são microrganis-
mos altamente contagiosos, transmitidos habitualmente pela 
via fecal-oral, no contacto pessoa a pessoa (via mais comum), 
através de água contaminada (de consumo ou de recreio), do 
consumo de alimentos crus contaminados ou alimentos insufi-
cientemente cozinhados e/ou alimentos que se contaminaram 
pelo contacto com superfícies do ambiente de produção ali-
mentar ou a partir de manipuladores infetados.
Em comparação com as formas vegetativas da maioria das 
bactérias patogénicas, os NoV e os HAV evidenciam uma esta-
bilidade elevada, sendo mais resistentes ao calor, à refrigera-
ção, à congelação, à desidratação, a valores de pH extremos, 
à luz ultravioleta, a pressão hidrostática elevada e aos agentes 
desinfetantes, sobretudo em presença de matéria orgânica. 
Esta resistência, aliada a uma baixa dose infetante, leva a que 
possam persistir durante longos períodos (dias a semanas) 
como contaminantes de um género alimentício e com capaci-
dade para causar doença (3, 6).
Apesar da via de transmissão pessoa a pessoa ser a mais 
comum, estudos de avaliação do risco efetuados pela OMS, 
evidenciam a existência de associações bem definidas entre 
alguns géneros alimentícios e as fontes de contaminação mais 
frequentemente associadas à transmissão de NoV e HAV por 
via alimentar (tabela 1).
_Objetivo
No sentido de contribuir para o esclarecimento de surtos 
de toxinfeção alimentar de origem viral associados ao consu-
mo de géneros alimentícios e incrementar a sua capacidade 
de resposta ao controlo e monitorização, o Laboratório de Mi-
crobiologia do Departamento de Alimentação e Nutrição do 
Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) im-
plementou em 2015 o método de deteção de Norovírus geno-
grupo GI e genogrupo GII e vírus da Hepatite A, de acordo com 
a ISO/TS 15216-2:2013 (14). Este método foi sujeito a auditoria 
pelo Instituto Português de Acreditação (IPAC), para acredita-
ção segundo o referencial normativo ISO/IEC 17025:2005 (15), 
aguardando-se a emissão do Anexo técnico. Apresentam-se 
os dados obtidos nos ensaios realizados em 2015-2016.
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Tabela 1:      Géneros alimentícios, fonte e local de contaminação mais frequentemente associados à transmissão de 
NoV e HAV (3, 6-13).
Moluscos bivalves 
(ostras, amêijoas, berbigões e mexilhões)
Frutos e produtos hor tícolas consumidos crus
(frutos vermelhos e vegetais de folhas verdes)
Alimentos prontos para consumo 
Zonas de apanha e cultivo
Fase pré-colheita 
Fase da colheita
Fase pós-colheita
Preparação
Distr ibuição
Contaminação ambiental, a par tir da contaminação 
por esgotos 
Água de rega 
Fer ti l izantes não tratados
Contacto com animais da quinta, domésticos ou 
selvagens 
Manipuladores infetados 
Super f ícies contaminadas (contaminações cruzadas)
Tratamento térmico insuf iciente
Géneros al imentício Fonte de contaminação Local de contaminação
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_Material e métodos
Em 2015 e 2016 foram analisadas 69 amostras para pesqui-
sa de Norovírus genogrupo GI e genogrupo GII e vírus da 
Hepatite A. As amostras analisadas incluíram moluscos bival-
ves, frutos vermelhos, vegetais e superfícies do ambiente de 
produção/manipulação de alimentos. As amostras de géneros 
alimentícios foram recolhidas em superfícies comerciais, dire-
tamente no produtor ou no local de consumo. Algumas amos-
tras foram analisadas no âmbito do esclarecimento de surtos 
de toxinfeção alimentar. 
Dado que habitualmente os vírus estão presentes nas matrizes 
alimentares em número muito baixo e que estas podem conter 
substâncias que interferem com os métodos de deteção, é ne-
cessário efetuar previamente um procedimento de extração 
e/ou concentração das partículas virais (específico para cada 
matriz alimentar) para obter extratos livres das substâncias ini-
bidoras e que vão servir de substrato para o procedimento de 
deteção do RNA viral. A eficiência da extração é avaliada pela 
contaminação das amostras com um vírus sintético de contro-
lo (ex. vírus Mengo), com caraterísticas físicas e químicas se-
melhantes ao vírus alvo, mas geneticamente distinto e pela sua 
extração em simultâneo (2, 14).
Nos frutos vermelhos e vegetais, a extração dos vírus foi efe-
tuada por eluição com agitação, seguida de concentração 
por precipitação com solução de Polietilenoglicol e Cloreto 
de Sódio (PEG/NaCl). Nos moluscos bivalves, onde o tecido 
digestivo representa cerca de 1/10 do peso total do animal, a 
extração dos vírus das glândulas digestivas foi efetuada pela 
ação de digestão enzimática da proteinase K. Nas superfícies, 
os vírus foram removidos por esfregaço, seguido de eluição 
em solução tampão (2, 14).
Reação de transcrição reversa, seguida de reação em cadeia 
da polimerase (RT-PCR) em tempo real foi efetuada no equipa-
mento Applied 7500 Fast Real Time PCR System.
_Resultados e discussão
As 69 amostras analisadas incluíam: 32 frutos vermelhos/ vege-
tais (1 amostra suspeita de estar implicada num surto de toxin-
feção alimentar), 14 moluscos bivalves (2 amostras suspeitas de 
estarem implicadas num surto de toxinfeção alimentar) e 23 su-
perfícies (relacionadas com a investigação de 3 surtos de toxin-
fecção alimentar). O total de amostras de géneros alimentícios 
e os tipos de matrizes analisados estão ilustrados no gráfico 1.
Gráfico 1:      Amostras de géneros alimentícios (n=69) e tipos de matrizes.
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Os resultados obtidos referentes à deteção de NoV GI e NoV 
GII, estão ilustrados no gráfico 2.
Nos moluscos bivalves foram detetados Norovírus dos geno-
grupos GI e GII em 29% das amostras (4/14), todas correspon-
dentes a moluscos que não tinham sido depurados. Destas 4 
amostras, 2 correspondiam a ostras colhidas diretamente de 
uma zona estuarina e 2 a amêijoas colhidas no âmbito do es-
clarecimento de um surto de toxinfeção alimentar. Nas amos-
tras de frutos vermelhos e vegetais e nas de superfícies não 
foram detetados Norovírus GI e GII. 
No total das 69 amostras analisadas não foi detetada a presen-
ça do Vírus da Hepatite A. 
_Conclusões
Apesar de todos os avanços tecnológicos, concretamente a 
nível das indústrias do setor alimentar, o risco potencial de 
aquisição e consumo de determinados géneros alimentícios 
(molusco bivalves, frutos vermelhos e vegetais e alimentos 
prontos para consumo) contaminados com vírus, nomeada-
mente NoV e HAV, é uma realidade.
A probabilidade de contrair a infeção está dependente, entre 
outros, de fatores ligados ao hospedeiro, das caraterísticas 
particulares destes microrganismos e do tipo de géneros ali-
mentícios. Em particular, a resistência do NoV e HAV durante 
longos períodos de tempo após a contaminação inicial e o 
modo de consumo destes alimentos (crus, após tratamento 
térmico ligeiro ou sem tratamento térmico f inal) pode contri-
buir para a persistência desta contaminação em alimentos 
prontos a comer. 
Considerando que a presença de NoV e HAV é um problema 
emergente em saúde pública, as estratégias de controlo deve-
rão orientar-se essencialmente para a prevenção da contami-
nação destes tipos de géneros alimentícios, identificando e 
minimizando o impacto dos diversos fatores de risco inerentes 
ao ambiente de produção, preparação, conservação, distribui-
ção e consumo. 
A monitorização, vigilância e controlo da presença de NoV e 
HAV nos géneros alimentícios e ambiente, mais frequentemen-
te associados à sua transmissão, poderão contribuir para a 
verificação e validação dos sistemas de segurança alimentar 
implementados.
Gráfico 2:      Resultados da deteção de Norovírus GI e GII 
em géneros alimentícios e em esfregaços  de 
superfícies (n=69).
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